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酚类化合物对发光菌的联合毒性
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(华侨大学 材料科学与工程学院 , 福建 泉州 362021)

摘要 : 　以发光菌为受试生物 ,测定苯酚和 19种取代酚类化合物在 p H = 7. 0时的单一毒性 ,以及等毒性单位

配比下二元混合物的联合毒性.采用毒性单位、相加指数、混合毒性指数和相似性参数 4种方法对联合毒性进

行评价 ,并探讨联合毒性效应的作用机理.结果表明 ,苯酚与其他酚类化合物组成的二元混合物对发光菌的联

合作用类型大部分表现为协同作用 ,小部分表现为拮抗或部分相加作用.对于同一联合作用 ,采用不同的评价

方法 ,其评价结果会稍有差异.
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随着工农业的高速发展 ,大量污染物进入到环境中.环境危险因素对生态系统和人类健康的有害效

应并不是单一污染物作用的结果 ,而是各种污染物混合作用的的结果.根据单一毒性效应制定的有关评

价标准 ,无法真实地反映环境质量的要求[1 ] .目前 ,我国对化合物联合毒性作用的研究不多 ,主要是对重

金属联合效应的研究 ,而对于典型有机污染物的联合作用的研究尚不多见.酚类化合物是重要的化工原

料或中间体 ,它们对环境的污染一直被人们所关注 ,美、日等国把这类化合物列为重点污染物[ 2 ] .国内外

对酚类化合物的研究多在单一毒性的研究 ,而对其联合毒性的研究较少.发光菌法因其简便、快速、灵

敏、廉价、应用广泛而独具特色 ,在有毒物质的筛选和环境污染物的生态风险评价等方面具有重要意

义[3 ] .本文在酚类化合物对发光菌单一毒性的基础上 ,进一步研究其联合毒性效应.

1　实验部分

1 . 1　实验材料

明亮发光杆菌 ( Photobacteri um p hos p horeum )冻干粉 ,由中国科学院南京土壤研究所微生物室提

供 ,实验前需进行冻干粉的复苏与培养.

1 . 2　试剂与仪器

(1) 试剂120种苯酚类化合物均为分析纯.化合物的标准溶液用质量分数为 3 %的 NaCl 溶液配

制 ,用超声波清洗机溶解后定容到棕色容量瓶中. (2) 仪器1 压力蒸汽灭菌器 ,恒温培养振荡器 ,生化培

养箱 ,加热磁力搅拌器 ,DXY22型生物毒性测试仪 ,p H计 ,净化工作台 ,数控超声波清洗器等.

1 . 3　实验过程

1. 3. 1　单一毒性测定　用微量可调移液器从培养好的菌液中取出 5 mL 的发光菌菌液 ,注入 50 mL 锥

形瓶 ,并用质量分数为 3 %的 NaCl稀释 1～2倍 ,置于磁力搅拌器上混合均匀后备用.根据预实验 ,按等

对数间距用标准溶液和质量分数为 3 %的 NaCl 溶液配制成 5个浓度梯度 ,每个浓度梯度设 3 个平行

样 ,各吸取 2 mL 于磨口具塞圆形比色管中 ;以 2 mL 质量分数为 3 %的 NaCl (p H = 7. 0)作空白对照 ,迅

速吸取 0. 2 mL 稀释菌液于各比色管中 ,加塞 ,上下振摇若干次混匀 ,去塞.用生物毒性测试仪在 15 min

测定发光强度 ,计算发光抑制率 (η) .对发光抑制率和浓度对数进行回归分析 ,直线内插法求出 15 min2
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C50 ,MC (半数有效浓度 ,Median Effective Concent ration)值 ,实验中室温为 20±2 ℃.

1. 3. 2　联合毒性的测定　将苯酚分别与其他 19种酚类化合物按毒性单位比为 1∶1的比例混合 ,组成

二元混合体系.通过预实验确定合适的浓度范围 ,设置浓度时 ,以毒性较大的化合物的 C50 ,MC值为准 ,采

用和单一毒性相同的方法 ,测得各混合体系的 15 min2C50 ,MC值1

2　结果与讨论

酚类化合物对发光菌的单一毒性和联合毒性测定值 ( - lg C50 ,MC ) ,如表 1所示1
2 . 1　单一毒性

从表 1可看出 ,对叔丁基邻苯二酚的毒性最大 ,其 - lg C50 ,MC值为 5. 871 这可能与取代基数目及取
代基团大小有关. 2 ,42二氯苯酚的毒性大于邻、对氯苯酚 ,表明氯代苯酚的毒性随着氯化程度增加而增

大.对于相同的取代基 ,化合物的毒性随取代位置的不同而异 ,其毒性顺序 :对位 >邻位 >间位.从取代

基特性分析 ,酚类化合物属极性麻醉 (麻醉Ⅱ型)化合物 ,既具亲电性 ,又具亲核性[4 ]1 因此 ,不管是吸电

子还是给电子取代基 ,均会使其毒性增强 ,即取代酚类化合物的毒性大多比苯酚的大.

表 1　酚类化合物对发光菌的单一毒性和联合毒性测定值

　　　　　　　　　　　　　Tab. 1　The determined single and joint toxicities of phenols mol·L - 1 　

化合物 单一
毒性

联合
毒性 化合物 单一

毒性
联合
毒性 化合物 单一

毒性
联合
毒性

苯酚 2. 72 - 邻硝基苯酚 3. 48 3. 20 2 ,4 ,62三硝基苯酚 2. 51 2. 77

邻苯二酚 3. 14 3. 16 间硝基苯酚 3. 31 2. 97 间苯二酚 2. 22 2. 56

对硝基苯酚 3. 72 3. 22 对苯二酚 3. 14 2. 81 2 ,42二硝基苯酚 3. 99 2. 97

邻氨基苯酚 3. 34 3. 02 邻甲基苯酚 3. 35 2. 67 对氨基苯酚 3. 27 2. 81

间甲基苯酚 3. 31 2. 64 邻氯苯酚 3. 43 3. 13 对甲基苯酚 3. 71 2. 68

对氯苯酚 3. 88 3. 28 2 ,32二甲酚 3. 60 2. 98 2 ,42二氯苯酚 4. 01 3. 16

2 ,52二甲酚 2. 91 3. 13 对叔丁基邻苯二酚 5. 87 3. 04

2 . 2　联合毒性

从Bliss提出联合作用以来 ,相继出现多种联合作用评价方法.对同一种联合作用 ,采用不同的评价

方法得出的结论也可能有差别 ,因此 ,选择恰当的评价方法很重要.由于不同混合物的作用机理可能不

同 ,导致联合作用类型也可能不同 ,且混合物越多 ,其相互作用越复杂 ,这就决定了评价方法的多样性.

(1) 毒性单位 ( Toxin Unit , TU)法[5 ]1 毒性单位 (U T )的计算式为

U T , i = 混合物中组分 i的浓度 / 化学物 i单独作用的 C50 ,L 值1
其中 , C50 ,L是某毒性物质使受试生物死亡一半所需的浓度 1 当∑U T , i < 0. 8 ,∑U T , i = 1 ±0. 2 ,∑U T , i >

1. 2时 ,作用类型分别为协同作用、加和作用、拮抗作用1
(2) 相加指数法 (Additive Index , A I) [6 ]1 相加指数 ( IA )的计算式为

IA = 1/ U T - 1 . 0 , 　　U T ≤1 . 0 ; 　　IA = 1/ U T + 1 . 0 , 　　U T > 1 . 01
其中 ,U T = ∑U T , i1 当 IA > 0 , IA = 0 , IA < 0时 ,作用类型分别为协同作用、简单加和、拮抗作用1

(3) 混合毒性指数法 (Mixt ures Toxicity Index ,M TI) [7 ]1 混合毒性指数 ( IM T )的计算式为

IM T = 1 - (lg ∑U T / lg N)1

其中 , N 为混合物中所含组分的数目1 当 IM T < 0 , IM T = 0 ,0 < IM T < 1 , IM T = 1 , IM T > 1时 ,作用类型分别

为拮抗作用、独立作用、部分加和、简单加和、协同作用1
(4) 相似性参数 (Similarity Parameter ,SP)法[ 8 ] 1 相似性参数 (λ)的计算式为

∑
n

1

(U T , i )
1/λ = 11

当λ= 1 ,λ> 1 ,0 <λ< 1时 ,作用类型分别为简单相加、协同作用、拮抗作用1
采用以上 4种常见的评价方法对联合毒性效应进行评价 ,结果如表 2所示.由表 2可知 ,用毒性单

位法来评价 ,苯酚与取代酚类化合物混合后 ,大部分表现为协同作用 ,小部分表现为拮抗作用或部分相
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加.如对苯二酚、邻氨基苯酚 ,以及邻、间、对甲酚与苯酚组成的二元混合物表现为拮抗作用 ,对叔丁基邻

苯二酚和 2 ,42二硝基苯酚与苯酚混合后表现为部分相加.用相加指数法评价所得结论与毒性单位法基

本一致 ,除了用毒性单位法评价结果表现为部分相加作用的两种化合物 (对叔丁基邻苯二酚和 2 ,42二
硝基苯酚) ,用相加指数法评价则分别为表现协同作用和拮抗作用.用混合毒性指数法评价所得结论与

前面两种方法大体一致1 在毒性单位评价中 ,表现为拮抗作用的化合物 (对苯二酚、邻氨基苯酚及邻、

间、对甲酚) ,用混合毒性指数法评价则表现为部分相加作用.

表 2　等毒性单位配比下二元混合物的联合毒性

Tab. 2　The binary joint toxicity types of phenol and substituted phenols under the equal toxic

酚类化合物 U T 联合效应 IA 联合效应 IM T 联合效应 λ 联合效应

邻苯二酚 0. 528 协同作用 0. 893 协同作用 1. 920 协同作用 1. 921 协同作用

间苯二酚 0. 687 协同作用 0. 456 协同作用 1. 540 协同作用 1. 542 协同作用

对苯二酚 1. 628 拮抗作用 - 0. 628 拮抗作用 0. 300 部分相加 0. 297 拮抗作用

对叔丁基邻苯二酚 0. 950 部分相加 0. 053 协同作用 1. 070 协同作用 1. 074 协同作用

邻硝基苯酚 0. 561 协同作用 0. 783 协同作用 1. 830 协同作用 1. 835 协同作用

间硝基苯酚 0. 899 协同作用 0. 113 协同作用 1. 150 协同作用 1. 154 协同作用

对硝基苯酚 0. 581 协同作用 0. 722 协同作用 1. 780 协同作用 1. 784 协同作用

2 ,42二硝基苯酚 1. 075 部分相加 - 0. 075 拮抗作用 0. 900 部分相加 0. 896 拮抗作用

2 ,4 ,62三硝基苯酚 0. 671 协同作用 0. 490 协同作用 1. 580 协同作用 1. 575 协同作用

邻氨基苯酚 1. 307 拮抗作用 - 0. 307 拮抗作用 0. 610 部分相加 0. 614 拮抗作用

对氨基苯酚 0. 773 协同作用 0. 293 协同作用 1. 370 协同作用 1. 371 协同作用

邻氯苯酚 0. 645 协同作用 0. 551 协同作用 1. 630 协同作用 1. 633 协同作用

对氯苯酚 0. 511 协同作用 0. 958 协同作用 1. 970 协同作用 1. 969 协同作用

2 ,42二氯苯酚 0. 694 协同作用 0. 441 协同作用 1. 530 协同作用 1. 527 协同作用

邻甲基苯酚 1. 830 拮抗作用 - 0. 830 拮抗作用 0. 130 部分相加 0. 128 拮抗作用

间甲基苯酚 1. 910 拮抗作用 - 0. 910 拮抗作用 0. 070 部分相加 0. 067 拮抗作用

对甲基苯酚 1. 989 拮抗作用 - 0. 989 拮抗作用 0. 010 拮抗作用 0. 008 拮抗作用

2 ,32二甲酚 0. 964 协同作用 0. 037 协同作用 1. 050 协同作用 1. 052 协同作用

2 ,52二甲酚 0. 473 协同作用 1. 116 协同作用 2. 080 协同作用 2. 081 协同作用

　　由表 1可以发现 ,苯酚与邻、间、对甲酚混合后 ,其 - lg C50 ,MC值均小于苯酚、邻、间、对甲酚单独作

用的 - lg C50 ,MC值1 这说明苯酚与邻、间、对甲酚混合后的联合作用应该是拮抗作用 ,而不是部分相加

作用.由此可见 ,用毒性单位法和相加指数法评价混合体系更为恰当.

苯酚与对苯二酚、邻氨基苯酚混合后 ,其 - lg C50 ,MC值分别为 2. 81 ,3. 02 ,与苯酚 (2. 72)相差不大 ,

有可能表现为部分相加1 由此可见 ,用混合毒性指数法法评价该混合体系更适合.以上两组数据进一步

表明了 ,不同的混合体系应该有适合该体系的评价方法.

4种评价方法对联合作用效应的评价结果大体一致 ,其中以毒性单位法和混合毒性指数法的判定

灵敏性较高1 在探讨有毒化合物联合毒性问题时 ,尤其是在化合物联合作用方式可能为非协同作用时 ,

需多选用几种方法对实验结果进行评价 ,从中选择适合该体系的评价方法.

3　联合毒性的作用机理

毒理学家们经过多年研究 ,从有机物在生物体内的运转过程和有机物活性中心与酶靶分子之间的

相互作用出发 ,先后提出了膜通透性理论和酶抑制或诱导理论.膜通透性理论认为 ,在毒物动力学相中 ,

一种化合物可改变细胞膜的结构 ,从而改变膜的通透性 ,加大或减弱生物体对其他化合物的吸收 ,使混

合体系的生物毒性增强或减弱.酶抑制或诱导理论认为 ,混合体系中一种化合物对其他化合物代谢酶抑

制或诱导作用 ,是产生拮抗、协同等联合作用的重要原因.

一般认为 ,化学性质相似或属于同系物质 ,作用于机体的同一部位或组织的毒性近似 ,作用机理也

类似 ,混合后 ,其联合效应多表现为相加作用[9 ] .酚类化合物属同系物 ,研究结果却大部分表现为协同作

用1 这可能是引入了其他基团 ,出现其他结合点 ,即苯酚与取代酚类化合物的作用机理不完全一致.
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根据 Funnel假说 ,混合物的作用类型与混合物中所含组分数目、化合物的浓度及实验采用的测定

指标有关.混合物所含组分越多 ,其联合效应越接近于相加作用.如果所选的生化指标需要较高的毒物

浓度 (如半数致死剂量 C50 ,MC ) ,联合效应就偏离相加作用 ;如果所选的生化指标需要较低的毒物浓度

(如酶活性的测定) ,则接近于相加作用.实验测定的是苯酚和取代酚类化合物所组成的二元混合物的毒

性效应 ,只有两个组分 ,并以 C50 ,MC为生化指标 ,需相对较高浓度方可测出其变化 1 根据 Funnel 假说 ,

联合作用应偏离相加作用 ,实验结果与文[10 ]的结论一致.

4　结束语

研究结果表明 ,苯酚与取代酚类化合物的混合物的联合效应大部分表现为协同作用 ,小部分表现为

拮抗或部分相加作用.对于同一联合作用 ,采用不同的评价方法 ,其评价结果会稍有差异.毒性单位法和

混合毒性指数法的判定灵敏性较高 ,为本研究体系的推荐评价方法.酚类化合物属同系物 ,研究结果大

部分表现为非相加作用 ,其具体机理有待于进一步探讨.
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The Joint Toxicity of Phenols to Photobacterium phos p horeum

YU Rui2lian , L IN Xi2yan , HU Gong2ren

(College of Material Science and Engineering , Huaqiao University , Quanzhou 362021 , China)

Abstract :　The single toxicity of phenol and 19 phenols to Photobacteri um phos p horeum were determined respectively un2
der p H = 7. 0. The binary joint toxicity examinations were performed for phenol and substituted phenols under the concen2
t ration ratio of equal toxic unit . Toxic unit method , additive index method , mixture toxicity index method and similarity

parameter method were used to evaluate the joint toxicity. And the mechanism of joint toxicity was also investigated. The

result s showed that the binary mixtures of phenol and other substituted phenols mostly were synergistic effect and only a

few were antagonistic or partly additional effect . For the same joint actions of binary mixtures of phenol and substituted

phenols , the evaluated result s of joint action types varies slightly with different evaluating methods.

Keywords :　Photobacteri um phos phoreum ; phenols ; joint toxicity ; mechanism
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